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研究概要
本研究セ ン タ ー が 4月に改組されたの に伴い. 本分野
は竹尾湊治(教授), 山口正視(助教授), 番田紳
- (助手),
伊藤意美子(助手). 大柄美佐子(技官)の スタ ッ フ で ス タ
ー
ト した. また鎗田響子(技官)は5分の 2 の 時間を当分野
の活動に 劉口して いただける こととな っ た. 当分野 は,
電子顕微鏡をはじめとする細胞生物学的手法を用い て ,
病原真菌細胞の構造と換地を解明する ことを目指す. 7
月に英国 A berdee n大学 の Neil Go w 教授が研究室を訪
問し, 共同研究の打ち合わせ を行な っ た. 本年度から医
学部4年次学生の ｢基礎配属+ が開幕され, 栃木直文君
が9月 はじめか ら1 か月半, ｢病原真南細胞の 電子顕微
鏡観察+ というテ ー マ で実習を行な っ た.
本年行な っ た研究の概要は以下の通りである.
1. ExophLalla derTn a出idis の 核相
本セ ン タ ー 所有の E. deT･m atitidi8約60株 の 核相を
決定した . 対数増殖期の 酵母細胞および仮性菌糸を70%
ア ル コ ー ル で 固定, R Nase 処 理 , 細胞 核 D N Aを
pr opiditlm iodide で定量的に 染色 した後, 測光顕微鏡
で定量 した. 大部分の菌株は小さい細月包 小さな核, お
よぴはぼ定量の D N Aを持 っ たが, 3菌株は大きな細胞
大きな細胞核と通常の もの の 2倍の D N A量を示した .
2. 原子間力顕微鏡に よる微生物の観察
原子間力顕微鏡 (A FM) は, レ ン ズを用い な い 新し
い タイ プ の顕微鏡である. 材料系の分野で は, こ の観徴
鏡を用い る こと に よ っ て原子 レ ベ ル で の構造観察が可能
で ある. しか し生物系の分野 におい て は, 電子顧徴鏡観
察を越え る結果を得るこ とは困難な状態で ある, 我 々 は
そ の原因が試料作製法にあると考え, 新た に プ ラ ズマ 重
合急速凍結 レ プリカ法を開発し, これを微生物の AF M
観察に適用した.
まず こ の レ プ 1) カ法が, 微生物の構造をEl然の状態で
商分解能観察するの に遭した方法で ある ことも 確子顕
微鏡で証明した. A F M像は電子顧徴鏡で縛られた優に
対応したが, 分解能に関して は, 電子顧微娩に及ばなか っ
た . 生物試料は, 非常に柔らか い の で , 我々 の開発した
レプリ カ法 払 探針に よる拭料扱備を防ぐた め に,
A F M観痕に有用であると考えられた. しか し.･今後さ
らに高分解能の俊を得るために軌 凹凸の激しい試料に
対応で きる装置例の改良が必要であろう.
3
. 病原真菌の早期死の機構に関する研究
pw ac occldioldeBbTaSllkns由 やCry ptoe occ us n eofoT･･
m a TL8 な ど の病原性其菌が, 培養条件によ っ て は短期間
に集落形成能を失う現象を研究して い る.
4, 黒色貴簡 TT･im m atostT･O Tn a abietls の形潜形成に関
する研究
木蘭にlま少なくとも三 つ の形鼠 単細胞形 (辞母形),
1u mb ric oidelem ent, 菌糸形が詠められた. Lu mbric oid
element の生長過程をタイ ム ラ プ ス で枚察した結果, 坐
長の ある時期に分生子形成細胞が分生子を放出するよう
に1ロmbric oidele m ent の 一 方 の極か ら単細胞を分裂す
る ことが明かとな っ た.
5. 免疫抑制剤と真菌感染に関する研究
数種規の免疫抑制剤に つ い て, 実験的真菌感染症にお
ける適正濃度と真菌数の相関に つ い て形態学的に研究した,
6. 微生物毒素の 研究
1) 淡水を汚染するア オ コ の毒 ミク ロ シ ス チ ン は, 発
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癌の プ ロ モ ー タ ー 作用を持 つ こ とがわか っ て い る
.
イ ニ
■
シ エ ー タ ー 処理 せずに , との毒を連続投与す る
こ と に よ っ て肝臓に過形成結節が できる ことを明ら
か に した
.
2) 神経毒を有する パ リトキ シ ン は, 非常 に強 い炎症作
用を持 っ ことを前報で 明らかに した. さ ら に, こ の
毒 はリ
.
ン パ球 に も作用するため, そ の数が激減し,
投与を中止 して もT細胞に比 べ B細胞 の 回復が悪
い ことを眠らかに した.
3).1995年に アイ ル ラ ン ド で発生した旦の食中専の 原因
毒は, い まま で に な い ト キ シ ン で あり, ス ピ ラ ミ ノ
放と命名された｡ こ の 毒の ク ル ー ド成分 に つ い て生
体で の 作用を明らか に した .
原 著 翰 文
1)■Ma 8 aBhi Ya m agtlChi, Hide oIIiroka w a, Kei8hin
S11gahara, Hir o 8hi M iz oh mi a nd Eanji Takeo.
:
Electro n micr o B C OP y Of biologic al spe cim e n sby
the plas m a- pOly m erizよtio n rapid-free z e:replic a
r n Bthod. I. Electro nM ic ros c, 46:.425- 430,
1997.
T hepla s ma -pOlym crizatio nreplic a m ethod i昌 a
u nlqlle replic atechniqllefor tr a nsmission ele ctr o n
micro s c op y. h the pres e nt study, w e l S ed this
m ethod in c o rnbin atio n with a rapid-freeze tech-
rliqlletO Obs er v eT 4 bacteriophageB a nd hepatitis
B virus c ore particl臥 The he ads of T4 bacteri-
ophage sap peared h8ⅩagO n ala nd 血e astlr ed abollt
llOn m in le ngth. Striation sin their tails w e r e
also vi8ible, indic ati】1gthat the r e s ollltioTIOfthe
prese nt m ethod is better tha n4 n m . T heiⅡ1 ageS
co respo nded- wellwith thos e Obtain ed by ice-
em bedding and n egative Staining m ethods, with
r eBp8 Ct tO both m orphologya nd siz eof the phage
particle s . flepatitis B viru s c o r eparticles
obs e rv ed by the prese nt m ethod ap pe a red rou nd,
abo ut 30n rnin diam eter, with hollo w centers .
Again･ the m orpholog ya nd size ofthe pa rticle s
c o rr e8PO nd8d w ell with those obtained by ice･
em bedding, n egative stainlng, and ultr athin 畠eC-
tio nlng. Fro mthes ere stlts, w e c o n clude that the
pl且畠m a-POlym erizatio n r apid･fre eze r eplica･
m ethod provide sa t18 eful techniquefor obser v&-
tio n of biologlC 81specim ensin a n atur alstate a nd
athighre soltltion.
2) M 舶 aBhi Yarn aguchi, Kyoko Yarita a nd Ka nji
Take o :Atomicforcernicro 畠C Op yOf freeze- r plic a
of micro orga nis m s. Plant M orphol. 9: ト 5,
1997.
In otlrpreVio u8且tudy, the plas m a-POlyzneri-
z atio n rapid-fr e z e replica(P P R F R) method ha s
be 9n dev eloped for obse rvingbiological8peCim e n 島
in a nattl ral state a nd at high r eB Olution by
tr&n smi8Sio n electr o n micro B C Op y(T E M)
(Ya m agu chiet al, , 1997), In this method, m or e
faithful three･dim e nsio n8.1 t1 tr且Stru Cttl re is
copied o nthein ner Side of the r eplic afilm , and
the r eplicafilm i8 a m OrPho11畠in te xt11r占a nd ha.rd
e n otlgh to withsta nd 且g&inst probe forc e of the
tip･ T herefor e, iti8 eXPe Cted to get eve nhigher
r e 8 01ntionofthe Specim enim ag色8 ifthe P P R F R
film is BCa n ned o nthe specim eTl 畠ide by ato mic
force miciosc op y(AFM). In the pres e nt stlldy,
the P P R F R fihn of T4 ba cteriophages w e r eob-
･ 畠e rV edby A F M, a nd the im ages w e r ec o mpared
withtho s eobtained by TE M. Co nv e ntio nal m etal
fr8e Ze-r eplic a ofspores of a ftlngu SCladosporiLLTn
sp･ w a sals o e xa mined by A FM, a nd c ompared
with TEM im age8･ This is the fir8t report that
P P R F Rw a s ap pliedto AF M. I
3) A. A be, Y. Tsu chiya, N. Sugiu r a, H . Saisho,
K. Nishim ur a a nd E. Takeo: Ultr aBtru Ctlユr eOf
cholestrol gal18tOn eS a S Observ ed by electron
micr o scop y afte r fre eze-fra cturing . Tis su eCell
29: 191
■
-197, 1997.
T he ultr a8tm Ctu re Of choleste rol galston e s
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(miⅩedty pe) w as studiesforthefirsttim e u nder
the tr a nsmissio n electro n micr oscope aft,er freeze･
fr acturlng. Gallston e s c o n sisted esse ntially of
cholester olcrystals. 8 0 mei皿 purities 且nd flqid･ ln
a c c o rd with the theor etical 3.4 nm bi18yered
畠tr uCttlr e Ofcholesterolcrystals. 3-4 n mperiodic･
itv of crystal layering w 8 き Observ ed. Eow ev8r,
gallston e cholester olcrystals w ere n otPerfectarid
often showed 畠tru Ctural defecもB . Betw een c ry8･
t8ls, c om plete edge-to ･surfa ce, edge-to･8dge a nd
stl rface･to-S urface adhe8io nB, a nd o v er all blo ck･
1ike 且g gregatio n8 W er efotJnd･ These m ay repre
･
s e nt tlle 畠truCtural basis for the stability of
cho18Ster OIcrystal ag gregation. T he 8a 8y bre&k
･
dow n ofchole8terOl ga118tO n88by extr ac orpore a1
8hock w a v elithotripByis di8C11SBed in relation to
the ultra,白tnlCture.
4) ∫. Cui, R. Tan ak8, a. T8gtlChi. A; Sa n o, E.
Ito, K. Fuh18him a, K. Takeo, ら. Yoshida, E.
. Nishim ur a 8rld M. M iy&ji:Histopathologicala nd
81ectro n micro8 COPIC81 8tudie畠 O n experim ental
PenicillizLm Tn a r n eNeiinf8Ctio nin mice. a. Med.
Vet. M ycol. 35: 347- 353, 1997.
5)Emiko lt,o, Misako Ohku8u, Kiyoshi Te r &o a nd
Takeshi Ya畠u m Ot : T he effects of repe ated
injectio ns of palytoxin o nlym phoidtisslleS.
To xic o n35: 679 - 688, 1g97.
Sublet hal dos es of palytoxin w e r ei. p . in -
]
'
ected repe atedly to mice, a nd the effect白 O n
lyT nphoidtiss ues we r e e x a mined. The w eight
and m orpholog y of the thym 11畠 W e re infhle nCed
du ring e xpo sur ebllt had gene r ally r e co v ered
after 1 m onth of withdra w al. T he r atio of
lymphocytesto total le ukocyte8 in blood w a s
de c r e8Sed during the injectio n ter m , arid did
n ot rec o ver to a n orm al le vel ev erL after 1
m o nth of withdraw al. The c o mpon ent of a
cells in the ly mpho cytes w as clarified asbeing
r¢叩 O n8ible for the S m allrlu mber of lympho-
cyte8illthe reco v ery pro c e 弧
6) E: mi ko lto, Fumio Rondo, Kiyoshi Ter a o and
Kerl-Ichi Earad&: Ne oplastic n odularfor m atio n
in rno u 釦IiverirldtlC ed by repe ated intr aperito -
n e al injectio ns of micro cystill-L R. To xic o n35:
1453- 1457, 1997.
h this 8t11dy, n e op18Stic nodules w ere･induced
in micebyi.p. tr8且tment With M C L R(13/13),
withotlt any pretre atme nt withinitiators, a nd
the cysteine c o n】tlgate W as the m ajor m et,abo･
lite detected fr o mtile affected liv8 rS. Altho ugh
th8 n Od11e8 W ere Sm al l in 8ize, this w &8the
firBt tim ethat 与uCh n odules W erefotlnd tinder
c o nditio n且 n Otusing a nirlitiatoraspretre atm ent.
Yet, it i8 a CttAally iTnpOSSible to nile out the
pog8ibility of the existe nce Of initiatio n activ
･
ity in the M C L Re xperim ents, a s there are
m a ny initi且tOr Sinhere nt in the enviro n m erLt,
B u Ch asin fo od, w ater a nd air. As forthe 拍.ct
that thi8 Chata cteristic n odule fo rm atio n co uld
n ot b昏 &Chievedby oral admini8tr8tio n, adjust-
m e nts to exposure period, a良 01der micehave
sho w ngre ater abs orptio n, a nd to do 絶ge, m ay
be expected to result in n odule develop m e nt in
ftlttlre e Xperirnents.
7) Emiko lto and YastlShi Tanaka:Influen ces of
im m u n os up pressive age nts, F K506and cyclo-
sporin o n syste mic CaTadida alblc ah Sirlfection
in mice. Mycopathology. 138: 57
- 64, 1997.
T he effects of the im m unos up pre s sive age nts
FI(506(tacr oliml1 8) and cyclosporin (CyA) on
Ca ndida albican sinfection in mice w ere c om -
par ed with those of cyclopho sphami de. F K506
a nd CyA didn ot e x ace rbate C. alblc aTL8infec-
tio nin mice when the effects we re determin ed
on the b8Si8 0f stlrViv al ratio and colony
forming u nits (CF U)in the kidn ey, altho ugh
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cyclo】〕hoBpha mide (C Y)･ impaired the･ ho st
defence m echanis m s of mice a.gainBt a. albic a n s
infection
.
The effects of F E 506a nd CyA o nthe
body w eight of mice, histopathologic 色1 cha nges
of lym phoid tissll eS a nd for mation of
gran ulo m a sin kidney w e re al8 0 Studied in
-c o mpariso n With those of C Y.
8) 仲村健二郎, 久和彰江, 青木茂治, 中村康則, 竹尾
漢治 :CTa ndida albica n s集落形成変異株の生物学
的者性状と病原性 歯学 84: 635 - 648. 1997.
著書. 総説, 解祝
1) E. Takeo, R. Ta na kn, M . M iyaji and K.
Ni血im u ra : Pe c uliar featu re Of the pathogenic
Basidio mycetousye astCTy PtOC O CC u S ne Ofo T
･
m a n且
Fu ng且1 Cells in Biodefens eM e cha nism (Shige o
Sll mkia nd MaBdくO Suz ukieds.) (S ai ko nPllblish-
ing, T()kyo, Japa n) 45- 49, 1997.
2) 山口正視, 竹尾漠治‾:電子顧徽鏡 - 最近d)進歩 . 逮
伝 与1: 36- 42, 19g7.
3) L[口正視 :租換え酵母を用い たB型肝炎ウイ ル ス の
電子顕徽鏡学的研究, 千葉医学 73: 53-59, 1997.
4) 矢崎和盛, 山口正視 : ウ イ ル ス を見る. 蛋白質 ･ 核
酸 ･ 酵素 42: 1065- 1070, 1997.
学 会 発 表
(国際学会)
1) Eanji Take o: Ftln Ctional and 11tra 8truCtural
sp8Cial izatio71 0f the fll ngalpla s ma m e mbra ne.
1 Co ng. A8ia Pacific Soc . Med. M yc olog y,
A b白tr aCtS P .44, NllS a
- Dtl a(Indone 8ia), De c.
1997(シ ン ポ ジ ウ ム).
2)Shigella ruIno ue. M akiW ata n abe, Kanji Takeo,
M itB utar O A ka o, Yayoi NiBhiyam a a nd Eideyo
Yarn agu chi: M ode of a ntifungal a ctio n of
e8日e ntial oils by vapo ur e xpo s ur e. lath Co ng .
Intl. So c. Fu m a n and Anim al Mycol. ,
A bstra cts p.196, Parm a (Italy), du n. 1997.
3)E mi ko lto, Kiyoshi Ter a o, Ter ry M acM aho n,
Jo eSilke a nd Takeshi Ya 81 皿 OtO:Acute patho1
1ogical cha nges in mice ca u s ¢d by crllde e xtr act
of T10 V el to】【in 8is olated fro mlri8h m ussels .
ⅤⅠⅠI Inter n ational Co nfere n c e on E且rmful Algae.
A bstr8 CtSP .105. Vigo Spain. June 25
- 29, 1997.
4) 谷本普 - , 深革元紀, 佐藤哲夫, 望月iE武, 佐々木
博之, 田中寿子, 山口正視 : 副鼻腔気管支炎患者に
布ける ク ラリ ス ロ マ イ シ ン投与前後の気道線毛上皮
細胞の 電子顕飯鏡学的研究 . 20 ht. Co ng. C he･
m otherapy. Cla rithr o mycin ･A dv a ncesin ther ap y.
p .1
- 2. Sydney, Australia. June 29
- July 3,
1997.
(平成8年追加)
1) Ka nji Takeo, R8iko T&naka, M akoto M iyaji
and Kaz oko Nishim llr a:Peculiarfe ature of the
pathoge nic Ba sidio myceto u畠ye aSt CTy PtOCOC eu B
ne oform a n s. The lnt. Sym po. on Fll ngal Cells
in Biodefen8e Mecha nis m , A bstra cts p.22
Se nd ai, Japan, A11gu8t, 1996.
2) Ea nji Takeo, Reiko T&n8k&, M akoto M iy8ji
and Ka乞nko Nishim tlr a :Large Gl and 且m a11 G 2
ar r e8t in the statio n ary pll 且S e Of Cry ptoc occ u 8
T W Ofor m a ns. 3rd lnt. Conf. Cry pto c oc c us Cry-
ptoc o c c o岳is, A bstracts P .155 Pari8, Fr a nce,
Septe mbe r, 1996
(国内学会)
1) 竹尾英治 : 真薗細胞膜の 微細構造 (シ ン ポジ ウ ム :
真菌とそ の 周辺微生物の 超微細構造解明の 進歩) .
第41回日本医異菌学会総会, 真菌誌 38(増刊2号) :
52, 1997.
2) 山口正視, 鎗田響子, 竹尾湊治 : 微生物の 凍結レ プ
リ カ の原子間力顕徴錬観察. 日本電子顧徽鏡学会第
53回学術講演会 電子顕微鏡 32(増刊1号) : 244,
1997.
3) 竹尾漠治, 大橋美佐子, 山口 正視, 吉田新 一 , 田中
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玲子, 西村和子 : Ex ophiala de rTnatitidis の 細胞
生物学的研究. 第41周El本医轟商学全線会, 尭薗誌
38(増刊2号) : 108. 1997.
国麻交流活動
1) Raf且el Padilha 技官 (ブラ ジ ル. Perna mb11C O大
学) は, 外国人受託研究且として , 感染機構分野に
研修に来たが, 本分野も喝Tr一 顕微鏡の 実習を通して
協力した. (平成8年9 月26 El- 平成9年3月30日)
2) NeilGo w 教授 (英国, A berdeen大学数授) 那, 典
同研究打ち合わせの ため, 研究室を肪れh:. (平成
9年7月10 日- 7月11日)
国鯨共同研究
1) ハ ン ガリ ー 国デ ブ レ ツ ェ ン 大学 微生物学教室
M atthiasSipic之ki教授:分裂酵母の 適伝学的, 細
胞生物学的研究
2) オラ ン ダ国立真菌研究所 (C B S) G. 良. de Hoog博
士 :病原性黒色酵母の細胞生物学 に関する研究
共同利用研究 (国内)
1) 森永 力 (広島大学工学部 ･ 助教授) : 菌根菌菌糸
の微細構造解明.
2) 北本 豊 (鳥取大学農学部 ･ 教授), 森 信寛( 同･
助教授) : 担子菌2核菌糸に由来する1核性無性胞
子の 形成の 仕組み.
3) 宵町満期(岐阜大学農学部 ･ 教授) : イ ン ゲ ン板廃
嫡菌における形態分化機構の解析.
4) 大泉 康(東北大学薬学部 ･ 教授), 中畑則道(同･
助教授), 古川蟹1- (同 ･ 助手), 松永公聴 (同 . 助
手) :抗轟薗作用を有する天然生理活性物質の検索
とそ の作用機構の解明.
5) 藤崎轟嘗 (東邦大学鞄学部 ･ 済師), 西村行堪 (同･
教授), 究野棟 - ー (同･ 助教授) : 原核生物およ び
東棟生物の細胞分裂に必要な因子の相互作j乱
6) 宵木茂治 (日本歯科大学新潟歯学部 ･ 教授) : エ イ
ズ患者から分離されたクリ プト コ ッ ク ス ･ ネ オ フ ォ
ル マ ン ス の 生物学的性状.
研究報告書
1) 竹尾湊治 (代表): 黒色義歯の核相と核型L 平成9
年度文部省科学研究費構助金 ( 一 般研究C, 殊随番
号0787030O)30万円.
2) 山口正視 (代表): プ ラズ マ 重合凍結レ プ r)カ法に
よる生体試料の原子間力顕微鏡観察. 平成9年度文
部省科学研究費補助金 (萌芽的研免 課題番号087
4116)90万P].
そ の 他
1) 山口正視: 酵母の系を用い たB型肝炎ウイ ル ス の電
子顧微鏡学的研丸 干黄大学医学部 細胞生物学セ
ミナ ー , 千葉, 12月.
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